絹糸蛋白質中の硫黄の迅速定量: 生物学的試料の微量硫黄定量に関する研究 I by 八野 耕明
絹糸蛋白質中の硫黄の迅速定量鵜
(生物学的試料の微量硫黄定量に関する研究I)
金沢大学医学部法医学教室（主任：井上教授）
八野耕明
H〃0α〃Hac〃"0
生物学的試料，例えば，哺乳動物の臓器，組
織，または，或る種の分泌物などの硫黄の含量
については，まだあまり審わしく調べられて
いないようであるが，絹糸蛋白質中の硫黄含量
も亦，少くも著者が調べた範囲内では，アル
カリ熔融法による研究報告の2篇があるに過ぎ
ない')2)。
なお絹の製品は，製造後時間が経つと，次
第に淡黄褐色を呈して来るだけではなく，繊
維の強伸度の劣化が現われ，実用上にもかな
りの障碍を与えている。このような変化の
起る原因として，著者は絹蛋白質に含まれて
－
いる微量の硫黄が，重要な役割りを演ずるも
のの1つであると，考えた。
そこで，著者は精製家蚕マユ繊維と精製家
蚕フィブロインとを被検試料として，硫黄の迅
速定量を行なった。その定量には，金沢大
学理学部分析化学教室発表の強リン酸法が，応
用されている。
強リン酸法は，微量の硫黄を迅速正確に定量でき
る方法であって，強リン酸を反応媒体とし，硫黄の
化合物を硫化水素まで還元し，酢酸亜鉛溶液に吸収
させ，硫黄の定量を行なうものである3)。
第1章被検試料および実験方法
試料として使った精製家蚕マユ繊維と精製1）被検試料：
家蚕フィプロインは，著者自身が精製したもの 精製家蚕マユ繊維の作成に当っては，原料の
であって，昭和34年度春蚕の雌雄同数のマユのマユを切り開き，蟠を除去した上，マユ層部
約30個あてを原料とし，実験室において精製分を2rnm程度に剪断し，更に細かく剪断した
処置を行なった。その品種は,N112×C115後，層の剥離を行なった。この資料につい
である。て，ソックス'ノー浸出器を使い，無水アルコー
その硫黄の定量に当っては，木羽らの公表しルで約8時間浸出した後，エーテルで7日間の
ている強リン酸法3)が，殆んどそのまま，応用浸出を行なった。
されているが，その使用器具および操作につこの精製処置を行なわれたマユ繊維は，常に純白
いては，なお多少の改変を行なっている。であって，繊維が硬化したような感じを与える。
そうした関係上，被検試料および実験方法に 精製家蚕フィブロインは，マユ層部を常法に
ついて，次に一応の説明を述べておく。よって精練した上，充分に水洗後，約3％の
米 この研究は，著者が農林省蚕糸試験場化学部(部長:農学博士清水正徳)に勤務中に行なったも
のであって，その内容の1部は，日本化学会第13年会において，口答発表している。
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酢酸に1夜浸潰して，灰分を溶出させ，更に，
蒸鰡水で充分に洗った後，ソックスレー浸出器
を使い，アルコールおよびエーテルを以っ
て，前者と同様に，浸出操作を行なった。
この精製処置が行なわれたフィブロインは，軟かく
容積が大きい感じを与えており，例外なく純白にな
っている。
2）実験装置：
硫黄の定量に当っては，特殊な反応管，吸収
管などの装置が使われた他かに，光電光度計
が使われた。
a)反応管：
反応管は，透明な石英製のものであって，原
法に従い，被検試料をクロムー強リン酸で加
熱酸化分解し，次いでスズー強リン酸で加熱
して，還元を行なう装置である。その構造
は，第1図に示すとおりである。
第1図
念のために説明すると，図にAと示されている反
応管は，15×2cmの肉厚の石英製のもので，その摺り
合わせの口部にガス送入管を封じ込んだガラス製の
頭部(B)が接続され，ガスを吸収管側へ導くための
側枝が，頭部に設けられている。
b)吸収管：
吸収管は，試料から発生した硫化水素を吸
収する部門(C)であって，その管内に反応管
に連結されているガス導入管が挿入されてい
る。
これは，第1図の中に示されているが，なお念の
ために，その大きさおよび特徴を述べておくと，吸
収管の本体は，外径が2.5cmで，上方部が1.3cm程
度に細くなり，口部が共栓に適合する摺り合わせと
CO2
，
されていて，全高が約18.5cmである。この吸収
管には，2本の刻線が付けられ，その1方は,35mlの
目盛りで，他方は,50mlの標線となり，頚部に刻ま
れている(こ制ま，頚部の下方位に刻む)。
ガス導入管は，その下部即ち吸収管の吸収液の中
に挿入される部分を内径約1.5mmの細管とし，自転
車用のムシゴムによって導入管のL型部へ簡単に連
接される。
c)その他の使用器具：
反応管を加熱するためには，小型電熱器(D)が使
われた。この電熱器は，反応時の内容液の加熱によ
る変化をみながら，抵抗器によって温度が調節され
る。
光電光度計の使用に当っては，液層の厚さ即ち透
一一一一一一一一一一一一一
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過長が,1cmのセルを使った。
その他の使用器具は，すべて原法と同一であるの
で，ここには，その記載を省略する。
3）試薬：
この定量に使う試薬は，特に注意深く調製
された。その方法は，原法に準じて行なわ
れたが，一部に改変を加えたので，なお念の
ため，ここに主要な試薬の調製法を述べてお
く。
a)標準液：
標準液の調製には,GBI社製のdl－メチオ
ニンが使われ，再蒸鰡水に溶解した。再蒸
鰡水の作製には，特に準備した石英管が使わ
れている。
その実施に当っては，メチオニンの34.9mgを再蒸
鰡水に溶解して，全量を丁度500mlとした。この
液の1mlには，硫黄の15γを含んでいる。
b)強リン酸：
強リン酸は，和光純薬の特級試薬のオルトリ
ン酸が最高300｡Cになるまで，加熱濃縮され
たものである。この強リン酸は，スズー強リ
ン酸およびクロムー強リン酸の調製上の溶媒
として使われるが，適当な粘稠性で透明な強
リン酸を造るためには，1時間程度の間で，反
応を終了さす必要がある。加熱の操作につ
いては，原著に譲る。
c)スズー強リン酸：
スズー強リン酸は，前項に記載した強リン酸
に和光純薬の特級試薬の塩化第1スズを加え
て,300｡Cまでに加熱溶解して得られた透明
な粘稠液である。強リン酸に不純物として
含まれている硫黄は，この操作中に硫化水素
に還元され，除去される。適当な粘稠さのス
ズー強リン酸を得るには，加熱を40分程度で
終了させることが，必要であった。加熱の方
法などについては，原著に讓る。
d)クロムー強リン酸：
クロムー強リン酸は，前記した強リン酸の中
に重クロム酸カリを溶解して得た黒褐色の極
めて粘稠な液体である。その際，強リン酸
には，少量の塩化第1スズを加え，硫黄を除
去するために，加熱が行なわれた。重クロ
野
ム酸カリには，大阪工業試験所製品の標準試薬
を使い,硫黄の混入を防いだ。
クロムー強リン酸は，その使用に当って，予
め80｡C程度に加熱すると，粘稠さが減って
いくので，取り扱いが容易になる。その製
法などの詳細については，原著に譲る。
e)その他の試薬：
酢酸亜鉛溶液，塩化バリウム溶液，パラアミ
ノジメチルアニリンの硫酸溶液，塩化鉄溶液な
どの本法に必要な各試薬は，いずれも原著の
中に詳述してあるので，その調製方法について
は，便宜上記載を省略する。
4）定量操作：
試料の採取に当っては，定量操作の最後の段
階である吸光度測定において，その値が0.1～
0.5になるように見計らい，試料の採取量を決
定した上，直接に反応管内に投入する。
実際に採取された試料は，殆んど例外なく,10mg
内外であった。なお試料は，予め110｡C恒量と
なるまで乾燥しておいた。
a)試料の分解および硫黄の捕集：
試料が投入された反応管に塩化バリウム溶
液の0.5mlをピペットで容れた上，電気乾燥器
内で乾固する。ついで，この反応管にクロ
ムー強リン酸の1mlを加え，電熱で徐徐に加
熱して，試料を酸化分解する。加熱は，内
容物が完全に分解して，緑色を呈するまで行
なう。その所要時間は，ほぼ5分である。
ここで，反応管内に，スズー強リン酸の5ml
を加え，さきに掲げた第1図に示すように，
装置をセットする。吸収管には，酢酸亜鉛溶
液の35mlを容れた上，導入管(B)は，その先
端がほぼ吸収管の底に接触するようにしてお
く。つぎに，炭酸ガスを3分位いの間，激し
く通じ，装置内の空気を完全に除去してしま
う。
ついで，炭酸ガスを1秒間1気泡の割りで通
じながら，反応管を電熱器で徐徐に加熱して
行く。15～20分後頃には，反応管の中の内容
が潤濁するように調節をする。ここで，加
熱処置を終了する。
著者の方法では，反応管の内容は,300｡C以上に加
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の2mlを手早く加え，栓を施した後，内容液
を激しく振篭混合させる。ここで，塩化鉄
溶液の0.5mlを迅速に加え，振漫をした後，
さきに記載した恒温槽の中に約15分間浸漬さ
せ，発色させる。発色の完了した内容液に対
しては，蒸鰡水を加え，全容を正確に50ml
にした上,667m"の波長における吸光度を，測
定する。この吸光度から，試料中の硫黄の含
有量を算出する。
熱されているので，加熱の温度については，特別の注
意を払う必要はない。
加熱処置の終了後，炭酸ガスの通気を，その
まま5分間位い継続して，発生した硫化水素の
ガスを吸収液内に完全に吸収させる。
b)発色および測定：
導入管の部分を切り放し，吸収液の中に残
し，吸収管に栓をした上,24｡Cにしておいた
恒温槽内に浸して，内容液を恒温までに温め
た上，パラアミノジメチルアニリンの硫酸溶液
第2章実験結果および考察
本研究における研究資料は，農林省蚕糸試験ける目的で，全試料を同一のバッチで処置した
場の化学部絹糸化学研究室において，本篇の報のであった。
告者力：自ら精製した家蚕マユ繊維および家被検試料である精製家蚕マユ繊維および精
蚕フィブロインであって，その原料として使わ製家蚕フィプロインについて行なった強リン酸
れたマユは，昭和34年度春蚕の雌雄同数のほぼ法およびアルカリ熔融法による硫黄の定量成
30個あてであった。その品種は,N112×績は，第1表および第2表に掲げるとおりで
C115であって，当時の標準品種であり，精製にある。
あたっては，試料の精製による差異を極力避
第1表精製家蚕マユ繊維の強リン酸法およびアルカリ熔融法による硫黄定量成績
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第2表精製家蚕フィブロインの強リン酸法およびアルカリ熔融法による硫黄定量成績
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の0.5,1.0,1.5および2.0mlを反応管内に採った
上，これを試料として，強リン酸法による定量を行
ない，個個の測定値に基づき，最小二乗法の手段によ
って，検量線が求められたのである。その際の検
なお，本研究に応用した硫黄定量法のうち，強リン
酸法による方法では，特に説明するまでもなく，検量
線を作成しておく必要がある。
検量線を作製するためには，さきに述べた標準液
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量線を数式で表わせば，次式のようである。
A=60．2B－6.183
註:…………Aは，標準液中に含まれている硫黄の
含有量(γ)であって,Bは，波長667m"における吸光
度である。
なお，原著においては，その研究の吸光度の測定に
あたって,655m似の波長を採用しているが3),本篇の
研究にあたって，著者は，呈色液の吸光度一波長曲線
を予め測定したところ，吸収極大が667m"にあるこ
とが判明したので，この研究においては，測定を波
長667m"の所で行なったのであった。
さてここで，定量成績を改めて吟味検討す
ると，精製家蚕マユ繊維については，強リン酸
法によれば，硫黄の含有率は，第1表に示され
ているように，0.107～0.111％であって，その
平均値は0.109％となっている。
次に念のため，同一試料について行なった
アルカリ熔融法の成績をみると，その値は同
じ表に掲げられているように，0.09～0.11％で
あって，その平均は0.10％となっている。
従って，この試料についての強リン酸法による硫黄
の実測値の動揺は，約0.004％であるが，従来のアル
カリ溶融法によれば，実測値の動揺は約0.02％にな
っており，測定値の動揺が，強リン酸法の使われた場
合には，従来のアルカリ溶融法による場合に較べて，
遥かに小さくなっていることが，明かになったので
あるが，もちろん平均値は，ほぼ一致している。
すると，精製家蚕マユ繊維については，硫黄
の定量は強リン酸法による方が，遥かに正確
な測定値が得られるものであると，いってよ
い。
なお強リン酸法においては，表の中にも示
されているように，定量のための試料の所要量
が，100分の1で済むという長所がある。こ
のことは，硫黄の測定法として特に注目に価
するものである。
次に第2の試料即ち精製家蚕フィブロイン
についての測定値を吟味検討すると，まず最
初に，強リン酸法による測定値については，試
料の硫黄含有率は，0.096～0.102％であって，
その平均は0.099％となっている。同一試
料について行なったアルカリ熔融法による硫黄
含有率は，0.09～0.11％となっていて，その平
野
均値は約0.10％である。
従って，この試料についても，強リン酸法による硫
黄の実測値の動揺は，約0.006％であるが，従来のア
ルカリ熔融法によると，実測値の動揺は約0.02％に
なっており，個々の測定値の動揺は，強リン酸法によ
れば，従来のアルカリ熔融法の場合に較べて，かなり
小さくなっている。もちろん平均値についていえ
ば，両法による測定値はほぼ合致している。
してみると，この第2の被検試料群即ち精
製家蚕フィプロインについても，矢張り硫黄の
定量には，強リン酸法による方法の方が，従来
のアルカリ熔融法による場合に較べて，かなり
に正確な測定値が得られることは，特にいう
までもない。
なお，試料の所要量についても，強リン酸法
による場合には，従来のアルカリ熔融法による
場合に較べると，約100分の1で済むという長
所が，認められる。このことは，硫黄の定量
には，特に説明するまでもなく，非常に注目
すべきことである。
以上の実験成績には，強リン酸法による硫黄
の定量は，従来のアルカリ熔融法による定量に
比較して，遥かに少量の試料を用い，より正
確な硫黄の定量値を与えるだけではなく，短
時間に定量を完了できることが，明瞭に示さ
れている。従って，強リン酸法による硫黄の
定量法は，絹糸のように，硫黄含量の極めて少
なく，かつ，分解が困難であるとみられる蛋
白質の場合において，特に有効な硫黄の定量法
であると，いってよいであろう。こうしたこ
とは，生物学的試料の分析上特に注目に値い
すると思われる。
最近の文献によると，特に鋭敏な超微量硫黄の元素
分析法として，硫黄をすべて硫化水素までに還元し
た後，捕集した上，メヲレンブルー法による比色定量
を行っていく方法が，新らしい方法として提案され
ている4)。このメチレンブルー法は，原著者の報告
によると,1ml中に0.04γまでの硫黄を定量すること
が，できるということである。
ところで，著者は，本篇の研究において，念のため
の予備実験で，著者法による硫黄の定量にあたって，
定量下限を調べたところ，吸光度0.03で2γまでの硫
黄を定量することが，できた。これは，前記した
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メチレンブルー法の感度と全く同一のものに相当し
ている。
従って，強リン酸法による硫黄の定量法は，従来の
元素分析法の改良とし，メチレンブルー法による比色
を行なう超微量硫黄定量法と，感度において全く遜
色がない筈と，いえる。なお以上の定量法におい
て，透過長の大きなセルを使うか，比色液量を少な
くすることができれば，硫黄の定量限界が，更に微
量化されることは，当然である。
次に念のため，実験試料とした精製家蚕マ
ユ繊維と精製家蚕フィブロインについて，それ
ぞれの硫黄の定量値を試料毎に比較検討して
行こうと思う。
本篇の研究においては，硫黄の定量にあたっ
て，アルカリ熔融による方法および強リン酸
による方法とが使われたことは，既に述べた
とおりである。そこで，まず最初に，アル
Iマ
カリ熔融による方法の場合についてみると，精
製家蚕マユ繊維の方には,0.09～0.11%の硫黄
が認められ，その平均は0.10％となっている
が，精製家蚕フィブロインでも，硫黄が0.09～
0.11％で，その平均は0.10％である。従っ
て，アルカリ熔融による硫黄定量法では，以上
の両試料の間には格別の相違がみられなかっ
たのである。
ところで，強リン酸による方法の場合におい
ては，精製家蚕マユ繊維には，0.107～0.111％
の硫黄が認められ，その平均値を算出してみ
ると，0.109％となっており，精製家蚕フィブロ
インでは，0.096～0.102％，平均0.099％とな
っている。すると，強リン酸による定量法で
は，両試料の間には，硫黄含量において，明か
に差異がみられ，その差はほぼ0.010％とな
っている。
以上の吟味によれば，強リン酸による硫黄定
量法は，従来のアルカリ熔融による方法に比較
して，明かにより精度が高いことが，立証さ
れたといえる。このことは，さきに述べた
ところに加えて，強リン酸による硫黄定量法の
優秀性を再び裏付けるものである。
絹糸蛋白質中の硫黄含量については，これま
でにも研究報告がないとはいえないが，本篇
の研究のように，充分に精製された家蚕マユ繊
維および家蚕フィブロインを試料として，そ
の硫黄含有量を定量した文献は，全く見当ら
ない。しかも，本篇の研究では，強リン酸法
により，これらの精製試料について，硫黄含量
が極めて正確に定量されたので，絹糸蛋白質
中の硫黄の性状および分布などに関して，改
めて多少の吟味を試みることは，意義がない
とはいえないであろう。
もともと家蚕マュ層は，既に周知のように，硬蛋
白質のフィブロインと水溶性蛋白質であるセリシンと
の2種の単純蛋白質が主成分であって，それに少量
の脂肪分と微量の灰分や色素などが含まれているも
のである。
本研究で使われた精製家蚕マユ繊維は，精製
エーテルおよびアルコールによって，脂肪分
を充分に除去したマユ層を，細かく刻んだも
のである。この試料中のセリシン量は，著者
が常法によって測定したところ，約22％であ
った。
精製家蚕フィブロインは，マユ層からセリシ
ン，脂肪分，色素類および灰分などを，石ケ
ン水による煮沸，エーテル，アルコールによる
抽出，酢酸水による処理などによって，できる
だけ除去したものであって，非常に純粋な蛋
白質であると，みてよいものである。
著者はなお念のため，以上の両試料につい
て，灰分を灰化重量法によって測定したとこ
ろ，それは精製家蚕マユ繊維で，0.88％であ
るとの成績が得られ，精製家蚕フィプロインの
灰分は，遙かに少なく，約0.15%であること
が，確かめられた。
従来の文献によると，絹繊維の灰分については，多
数の研究報告があるだけではなく，既に成書の中に
も，章を設けた形で充分に記載されている5)。こ
れらの記載によると，家蚕マユ層の灰分量は，蚕の種
類や養蚕条件などによってかなりの相違があるけれ
ども，多くは0.9～1.5％程度であり，その灰分中の
硫黄については，概して灰分量のほぼ3～4％である
と，認められている。家蚕フィブロインの灰分量に
ついては，精練過程において水中から無機物が吸着
される可能性があるため，かなりに大きな動揺はあ
るが，実験室において特に注意深く精製された場合
のものについても，0.2～0.4％であると，報告されて
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さてここで，著者が使った精製試料につい
て，試みに両試料の灰分中の硫黄量を吟味検
討してみると，実測された灰分量に基づき算出
される硫黄の量は，精製家蚕マユ繊維について
は0.026～0.035％で，精製家蚕フイブロインで
は0.005～0.006％である。
すると，精製家蚕マユ繊維における灰分中の
硫黄含量は，強リン酸法による総硫黄定量値の
ほぼ3割り程度であるが，精製家蚕フィブロイ
ンにおける灰分中の硫黄含量は，上記の数値か
らみても，甚だ微量であって，恐らくこれを
全く看過しても，大した支し障えが起らない
程度のものではないかと，考えられる。
次に，精製家蚕マユ繊維の構成成分であるセ
リシンについて吟味すると，その硫黄分は既
に述べたように，原試料中の総硫黄から，家蚕
フィブロインおよび灰分中に含まれている硫
黄を差し引いたものになってくる。この硫
黄分は，上記の数値からみて，精製家蚕マユ繊
総
本篇の研究においては，精製された家蚕マユ
繊維と家蚕フィブロイン(両試料とも研究室に
おいて著者自身が作成した)について，強リン
酸法による微量迅速定量法を用い，硫黄が定
量された。その定量の結果は，従来のアルカ
リ熔融による硫黄定量法を対照実験として同
時に実施した上，両者が互いに比較検討され
ている。
なお本研究の施行にあたっては，被検試料が微量
の硫黄を含むに過ぎない特殊な生物学的資料である
関係上，その微量定量法である強リン酸による方法に
ついても，念のためその定量操作を改めて検討した
結果，多少の改変を試みたので，その点およびその
他の注意すべき事項を本論文の中に審わしく記載し
た。
ここに念のため，著者の得た研究成績の中
から，主要なものを摘録すると，それは次の
とおりである。
1．強リン酸を利用する硫黄の迅速微量定量
法によれば，精製した家蚕マユ繊維の中の硫黄
野
維中の総硫黄量のほぼ2～10％に相当している
ことになってくる。この程度の硫黄含量は，
もちろんフィブロインの硫黄含量に比べて，極
めて小さいものである。ただし，その灰分中
の硫黄には，なおフィプロインやセリシンの硫
黄などが不可抗力的に混入してくる筈である
から，この数値の絶体値については，今後の研
究に俟たなければならない点がある。
なお，セリシンの硫黄含量については，前記
した所からもほぼ推定されるように，フィブロ
インの硫黄含量より間違いなく少ない筈であ
ると，考えることができる。
比較的近年では，微生物定量法による絹蛋白質の加
水分解物のアミノ酸分析を行なって，家蚕フィブロイ
ンおよび家蚕マユ繊維について，そのそれぞれのも
のに，0.1％のメチオニンと0.2％のシスチンを見出
したと，報告している文献が認められる6)。この著
者の研究では，硫黄に関しては充分正確な定量を行
なってはいないが，このように含有アミノ酸を見出
していること自体は，本篇の研究成績とほぼ合致す
るものであるとも，いうことができよう。
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は，0.107～0.111％であり，その平均は0.109
％であることが，確かめられた。精製家蚕フ
ィプロインには，同方法によって0.096～0.102
％の硫黄が摘出され，その平均は，0.099％で
あることが，確かめられた。
従来のアルカリ熔融法によっても，それぞれの被検
試料には，常に前法の場合とほぼ同量の硫黄が，見
出されているけれども，この場合においては，測定値
の動揺が遥かに大きく現われてくることが，確かめ
られた。
2．従って，硫黄含量が特に少ない生物学的
試料の場合においても，強リン酸法による硫黄
の微量定量法は，従来のアルカリ熔融法の場合
に優るとも劣らない定量成績を挙げ得るもの
であることが，立証されただけではなく，測定
値の動揺からみれば，この方法はアルカリ熔
融法よりも一層正確であることが，確かめら
れたのである。
3．強リン酸法は，特殊な生物学的試料であ
る絹糸蛋白質の硫黄定量にあたって，約10mg
絹糸蛋白質中の硫黄の迅速定量 25
－
の試料を要するに過ぎないので，これは従来
のアルカリ熔融法に較べ，↓100以下に相当し
ている。
著者の予備実験によれば，強リン酸法による硫黄定
量法の場合の試料の所要量については，その定量下限
がほぼ2γの硫黄に当っていることが，確められてい
る。
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